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論　　文　　の　　要　　旨
　ニンジン不定胚形成系は植物ホルモンの1つであるオーキシンの有無という簡単な操作で制御す
ることができ、かっ比較的均一な植物材料を豊富に得ることが出来るため，多くの生理1生化学的
研究雪分子生物学的解析に用いられている。しかしヨこれまでに行われてきた研究は不定胚形成能
力を持った細胞が不定胚へと発育していく過程が中心であり。不定胚形成能カ誘導に関する解析は
殆ど行われていない。この最大の原因の一つは事不定胚形成能力の誘導の際に用いるオーキシンが
種々の生理作用を持っており二どの作用が不定胚形成に直接関与しているかを明らかにすることが一
困難であることである。
　そこでヨ本研究では雪まず事このニンジン不定胚形成に於て植物ホルモンを用いない不定胚誘導
法の開発を行った。種々検討の結果ラニンジンの頂芽を含む組織片に浸透圧ストレスラ塩ストレスヨ
重金属ストレスをかけ害これから解き放つことによってカルス形成を経ないで不定胚分化を誘導で
きることを見出した。またヨニンジン種子を高濃度次亜塩素酸溶液で長時問処理することによって
も雪植物ホルモンを用いないで不定胚を誘導することに成功した。
　次に里これらの系と従来からの不定胚誘導系を用い里これまで研究が困難であった体細胞が不定
胚形成能を獲得する過程について解析を行い、不定胚形成能と関連して出現する細胞内蛋白質
ECP3王をモノクローナル抗体ヨポリクローナル抗体を用いて検出した。ECP31はヲ胚軸をオーキシ
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ンを含む培地上で培養した際ヨ不定胚形成能を持ったカノレスの出現と同時期に蓄積し始め冒不定胚
形成を行わせると消失した。また事不定胚形成能をもつカルスの中でも特に分化能が高い細胞群に
多く検出された。一方、不定胚形成能を持っていない種々の培養細胞ではECP31は検出されなかっ
た。植物ホルモンを用いない不定胚誘導系に於ても不定胚形成前の細胞群にECP3五の蓄積が認めら
れ、不定胚では消失していた。これらの結果からヨECP31は細胞の不定胚形成能力の獲得もしくは
維持に関与していると考えられた。
　ECP31について更に多くの情報を得るためにそのcDNAを単離し冒全塩基配列の決定と発現の解
析を行った。その結果ラ不定胚形成能力を持った細胞ではECP31のmRNAが多く認められたがヲそ
れらをオーキシンを含まない培地に移して不定胚発生を行わせるとmRNAは検出されなくなった。
更にヨ加∫伽hybridizati㎝により、不定胚形成能を有するカルスの中で特に分化能が高い細胞群に
多くECP31mRNAが検出されラ遺伝子発現のレベノレでも不定胚形成能力とECP31との関連が認めら
れた。また。不定胚をABA処理することによりECP31の遺伝子発現は認められたがラ実生をABA処
理してもECP31の遺伝子発現は認められなかった。これらのことから言ECP3！の遺伝子発現には胚
特異的因子とABAの両者が共に存在することが必須であると考えられた。この観点からヨ不定胚形
成を持った細胞に於けるECP31遺伝子の強い発現を解釈すると事不定胚形成能を持った細胞では
オーキシンやストレスの存在下で、既に胚発生プログラムが起動していると共に冒内生のABAレベ
ルが高いかヨABAに対する細胞の感受性が高くなっていると考えられた。実際ラABAの定量により、
不定胚形成能を持った細胞では内生ABAレベルが高くラ不定胚発生を進行させるとABAレベルが
下がることが示された。
　以上の研究から，次のモデルを導き出した。「過剰なオーキシンやストレスは，一度分化した細胞
を脱分化させラ不定胚形成能を誘導する。この時事ストレスの作用でABAも誘導される。誘導され
たABAはECP3ユの様な蛋白質や各種変動を通して、胚の発生を抑制することによって不定胚形成能
の維持に働く。過剰なオーキシンやストレスを取り除くとヲABAレベルが下がり胚は抑制から解除
されてヨ発生が進行して行く。」このモデルは冒ABAが不定胚形成能に関わることを初めて提唱した
ものであるが事今後，更にABA及びECP31の生理1生化学的機能解明を進めることにより、不定胚
誘導のメカニズムに迫ることができると考えられる。
審　　査　　の　　要　　旨
　本研究に於て著者はヨ組織培養ヨ生理1生化学及び分子生物学に関する知識と経験を生かしヨ高
等櫃物の不定胚形成能の誘導と維持の機構にっいて解析した。その結果曾植物ホルモン（植物生長
調節物質）を用いずストレスによる不定胚誘導法を開発し冒その実験系を用いることで、不定胚形
成能と相関を持って出現する細胞内蛋白質（ECP31）を検出し、その特徴を明らかにした。また事
そのcDNAを単離しヨー次構造をも明らかにした。更にヨその発現がABAによって制御されること
を示しヨABAが不定胚形成能の誘導1維持にとって重要な要因の一つである可能性を示した。これ
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らは今後の研究の発展の基礎となる示唆に富むもので高く評価される。
　よって。著者は博士（理学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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